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Sementes de Araucaria angustifolia são colhidas com alto grau de 
umidade e seu metabolismo se mantém elevado durante o 
armazenamento. Visando à conservação da espécie, esta pesquisa 
buscou caracterizar eventos fisiológicos e bioquímicos envolvidos na 
perda de viabilidade e início precoce do metabolismo germinativo que 
ocorre em sementes de A. angustifolia após a colheita. As sementes 
foram coletadas em 2012, em duas populações de Santa Catarina e 
armazenadas em condição de ambiente de laboratório sem controle 
térmico e em câmara fria (temperatura de 10 ± 3°C e umidade relativa 
de 45 ± 5%). Para o estudo, avaliou-se o potencial de uso do teste de pH 
do exsudato visando obter um método rápido e eficiente para a avaliação 
da viabilidade das sementes; a qualidade fisiológica durante o 
armazenamento, observando-se a ocorrência da germinação sob 
armazenamento, uma consequência do metabolismo típico de sementes 
recalcitrantes, sendo as sementes classificadas em relação às “categorias 
de desenvolvimento precoce”; o comportamento de sementes de 
diferentes variedades quanto à manutenção da qualidade fisiológica 
durante o armazenamento; a análise da hidrólise e mobilização de 
reservas no armazenamento de curto prazo e em função das categorias 
de desenvolvimento precoce; e a ocorrência do estresse oxidativo e 
ativação dos sistemas enzimáticos antioxidantes no embrião em função 
do armazenamento. Os resultados observados indicaram que o teste do 
pH do exsudato é eficiente para estimar de forma rápida a viabilidade de 
sementes, inclusive aquelas em avançado estádio de deterioração, 
devendo ser realizado em embriões excisados e embebidos em água 
destilada pelo período de 30 minutos. Além disso, observou-se que o 
início do processo de germinação precoce pode ser observado cerca de 
30 dias após a coleta das sementes, coincidindo com o início da redução 
da viabilidade. A condição de câmara fria retardou o processo 
germinativo e formação das plântulas, mas não houve grandes 
diferenças quanto à manutenção da viabilidade das sementes em relação 
às condições de armazenamento. Dentre as variedades avaliadas, a 
variedade “angustifolia” apresentou maior vigor e maior potencial de 
armazenamento em relação às demais. Alterações expressivas nos teores 
de metabólitos de reserva foram observadas nos primeiros três meses de 
 armazenamento das sementes, e ocorreram tanto em embriões quanto 
em megagametófitos. Em função do armazenamento houve redução no 
conteúdo de açúcares solúveis, amido e proteínas, mas durante a 
germinação precoce as alterações foram ainda mais expressivas, sendo 
observada uma redução no teor de aminoácidos e na intensidade e 
número de bandas do perfil proteico em embriões e megagametófitos. A 
mobilização das reservas durante a germinação teve início nos embriões, 
e as proteínas solúveis foram os primeiros componentes mobilizados 
para a formação das estruturas da plântula. Níveis elevados de H2O2 
foram observados em sementes recém-colhidas, o que rapidamente 
induziu a atividade dos sistemas enzimáticos de proteção antioxidante, 
com elevação na atividade das enzimas APX, CAT e SOD durante 90 
dias de armazenamento. Foram identificadas sete isoenzimas SOD nos 
embriões, e todas elas apresentaram aumento da atividade em resposta 
ao armazenamento. A peroxidação de lipídios e degradação de 
proteínas, consequências severas associadas à deterioração em sementes, 
foram observadas já nos primeiros três meses de armazenamento. Estes 
resultados permitem concluir que conforme ocorre o avanço da 
germinação, os embriões se tornam cada vez mais suscetíveis à 
deterioração. Por isso, acredita-se que a heterogeneidade no grau de 
maturação pode ser uma das principais causas de deterioração em 
sementes de A. angustifolia. Sugere-se ainda que as alterações nos 
metabólitos de reserva são baseadas no próprio metabolismo da semente 
para fornecer energia para os processos germinativos, caracterizando o 
contínuo metabólico existente nestas sementes, em oposição ao 
comportamento das sementes ortodoxas. Os danos bioquímicos ao 
metabolismo ocorreram antes da perda total de viabilidade e não são 
devidos a falhas nos mecanismos enzimáticos de proteção que 
responderam prontamente. As informações aqui geradas podem 
contribuir para elucidar pontos ainda incompreendidos sobre o 
metabolismo pós-colheita de sementes recalcitrantes.  
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Seeds of Araucaria angustifolia are harvested with high moisture 
content and their metabolism remains high during storage. For species 
conservation, this study aimed to characterize physiological and 
biochemical events involved in the viability loss and early initiation of 
germination metabolism that occurs in A. angustifolia seeds after 
harvest. Seeds were collected in 2012, from two populations in Santa 
Catarina and stored for 270 days under in the natural laboratory 
environment and in a cold chamber (temperature of 10 ± 3 ° C and 
relative humidity of 45 ± 5%). The potential use of pH exudate test to 
obtain a quick and efficient method for assessing the seed viability; the 
physiological quality during the storage, observing the occurrence of 
germination in storage, a consequence of the typical metabolism of 
recalcitrant seeds, and classifying them in relation to “early 
developmental categories”; the behavior of different varieties of seeds 
for the maintenance of physiological quality during storage; the analysis 
of hydrolysis and mobilization of reserves in the short-term storage and 
according to early developmental categories; and the occurrence of 
oxidative stress and activation of antioxidant enzyme systems in the 
embryo as a function of storage. The results indicated that pH exudate 
test is efficient to quickly estimate the seed viability including those at 
an advanced stage of deterioration, and it must be performed on excised 
embryos soaked in distilled water for 30 minutes. Furthermore, it was 
observed that onset of early germination process can be observed 
approximately 30 days after seed harvest, coinciding with the start of the 
viability reduction. The cold chamber condition delayed the germination 
and seedling formation, but the storage conditions did not differ 
regarding the maintenance of seed. Among the seed varieties tested, the 
variety “angustifolia” showed the higher vigor and storage potential 
compared to the others. Expressive changes in reserve metabolites were 
observed in the first three months of seed storage, and occurred both in 
embryos and in megagametophytes. There was a reduction in soluble 
sugars, starch and protein contents as a function of storage, but the 
changes were even more significant during early germination, being also 
possible to observe a reduction in amino acid content and in the intensity 
and number of bands on protein profile from embryos and 
megagametophytes. Reserve mobilization during germination began in 
the embryo, and soluble proteins were the first components mobilized to 
seedling structures formation. High H2O2 levels were observed in 
freshly harvested seeds, which quickly activated the enzyme systems of 
 protection, with an increase in APX, SOD, and CAT activities during 
short-term storage.  Seven SOD isoenzymes were identified in embryos, 
and all of them showed increased activity in response to storage. Lipid 
peroxidation and protein degradation, severe consequences associated 
with deterioration in seeds, have been observed within three months of 
storage. These results showed that the embryos become increasingly 
susceptible to deterioration as the advancement of germination occurs. 
Therefore, it is believed that the heterogeneity in the degree of 
maturation is one of the major causes of seed deterioration in A. 
angustifolia. It is suggested that the changes in reserve metabolites are 
not due to deterioration, but are based on seed metabolism itself 
providing energy for germination, characterizing the metabolic 
continuum in this seeds, as opposed to the behavior of orthodox seeds. 
Biochemical damage to metabolism occurred prior to complete viability 
loss, and was not due to failure of enzymatic mechanisms of protection, 
which responded promptly. The information generated here may 
contribute to elucidate points misunderstood on postharvest metabolism 
of recalcitrant seeds. 
 
Keywords: Araucaria angustifolia. Seed conservation. Recalcitrant 
seeds. Reserve metabolism. Antioxidant enzyme activity. 
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1.  INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 
 
O bioma Mata Atlântica contém alta biodiversidade e endemismo 
de espécies, sendo considerado um dos quatro mais importantes hotspots 
para a conservação da natureza no planeta (MYERS et al., 2000). Este 
bioma é constituído por diversos ecossistemas, dentre os quais a Floresta 
Ombrófila Mista (FOM) ou Floresta de Araucária, é uma das 
fitofisionomias mais ameaçadas. 
A principal espécie da FOM é a Araucaria angustifolia (Bertol.) 
Otto Kuntze, conífera nativa de grande importância econômica e 
ecológica na sua região de ocorrência natural. Suas sementes são 
utilizadas como alimento de elevado valor nutricional, e a espécie possui 
grande potencial madeireiro, motivo pelo qual as populações naturais da 
araucária, como é popularmente conhecida, sofreram uma exploração 
intensiva ao longo do século passado (GUERRA et al., 2008). Por isso, 
atualmente a espécie consta nas principais listas nacionais e 
internacionais de componentes da flora ameaçados de extinção. 
Adicionalmente, a comunidade científica vem constatando a ocorrência 
da erosão genética da espécie aliada a uma seleção negativa nas 
populações naturais (STEINER, 2009).   
As sementes de araucária são recalcitrantes, sensíveis à 
dessecação, perdem totalmente sua viabilidade ao atingirem 25% de 
umidade (TOMPSETT, 1984; FARRANT et al., 1989; PANZA et al., 
2002, GARCIA et al., 2014), e em, no máximo, 180 dias após a 
dispersão se mantidas sob condições naturais de ambiente (FOWLER et 
al., 1998; LORENZI, 2002; GARCIA et al., 2014). Estudando a 
recalcitrância em sementes, muitos pesquisadores admitem que a forma 
eficiente de conservação destas espécies é através da conservação in 
situ, da criopreservação ou utilizando-se de técnicas como a 
embriogênese somática. Mas, por falta de métodos padronizados e 
considerando a urgência em se conservar ou ainda ampliar a base 
genética da araucária, ações de conservação a curto prazo, como a 
ampliação do período de armazenamento, podem ser positivas para a 
implementação de programas de recuperação de áreas de vegetação 
nativa, de aproveitamento racional e econômico, e para favorecer a 
produção de mudas durante a maior parte do ano. Estes programas 
devem ser aliados à conscientização das comunidades tradicionais e 
populações rurais, que reconheçam na araucária o seu grande potencial 
de uso para a conservação adequada dos recursos genéticos. 
 Entretanto, já que as sementes são a principal forma de 
propagação da araucária, a rápida perda de viabilidade constitui uma 
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dificuldade às ações imediatas de restauração de áreas, que exigem 
sementes em quantidade e qualidade. Mas a longevidade das sementes 
também é influenciada pelas interações entre genótipo e ambiente 
durante a maturação e a colheita e, após esta, pelas condições de 
armazenamento. A condição de alta umidade das sementes recalcitrantes 
durante o armazenamento protege contra a desorganização das 
membranas, permite a atuação de mecanismos de reparo, a atividade de 
enzimas importantes, a menor ocorrência de danos por embebição e, 
consequentemente, o prolongamento da conservação. Mas a manutenção 
do teor de água das sementes acima dos níveis críticos para a espécie 
pode levar ao início do processo germinativo, mesmo em condições de 
baixa temperatura de armazenamento. Neste caso, o metabolismo 
acelerado se mantém, exigindo o fornecimento de água adicional para 
que o processo de germinação possa ser concluído, mas se a água não 
for fornecida, ocorrem danos subcelulares que podem conduzir à perda 
de viabilidade (FARRANT et al., 1989; PAMMENTER et al., 1994; 
BARBEDO; MARCOS FILHO, 1998; BARBEDO; CÍCERO, 2000). 
Por outro lado, o armazenamento sem limitação de umidade pode 
propiciar o aumento da atividade respiratória e o ataque de 
microrganismos, promovendo o processo de deterioração. 
Considerando-se que os métodos tradicionais de secagem e 
armazenamento não são adequados para as sementes recalcitrantes, 
novas abordagens devem ser investigadas.  
Em sementes de araucária, alguns pesquisadores admitem a 
ocorrência de germinação precoce durante o armazenamento 
(FARRANT et al., 1989; GARCIA et al., 2014), acelerando os 
processos envolvidos com a perda de viabilidade celular. Esta ocorre em 
resposta à deterioração, conduzindo à morte das sementes recalcitrantes 
através de uma via de morte celular programada induzida pelo estresse 
oxidativo, modulado pelas espécies reativas do oxigênio – ROS, o qual 
resulta em mudanças fisiológicas que geram danos, senescência e morte 
celular. Os mecanismos enzimáticos de proteção buscam neutralizar a 
ação das ROS quando há o avanço no processo deteriorativo durante o 
armazenamento das sementes. Mas, até o momento, apenas um trabalho 
foi realizado buscando informações sobre a presença de tais mecanismos 
de proteção em sementes de araucária, sendo detectada apenas a ação do 
sistema composto pela superóxido dismutase (GARCIA et al., 2015) e 
necessitando, portanto, de maior aprofundamento no assunto.  
Em trabalho anterior, foi possível observar que, durante o 
armazenamento das sementes de araucária em ambiente sem controle de 
temperatura, houve 80% de germinação aos 4 meses de armazenamento 
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(GARCIA et al., 2014). Ou seja, o armazenamento sem controle térmico 
não foi eficiente para retardar o metabolismo e conservar as sementes 
para utilização futura, havendo germinação das sementes mesmo sob 
condições desfavoráveis de substrato, umidade, luminosidade, entre 
outros. Mas, o armazenamento em refrigerador (5 oC) proporcionou a 
conservação das sementes por tempo superior (64% de viabilidade aos 6 
meses após a coleta). Outros resultados demonstraram que há alterações 
no perfil de metabólitos (proteínas, lipídios, carboidratos, amido, 
fenólicos) nas sementes ao longo do armazenamento (ARALDI et al., 
2016). Por isso, há a necessidade de melhor caracterização das 
alterações que se mostraram mais relevantes, para que o processo de 
deterioração possa ser mais claramente conhecido, possibilitando a 
manipulação dos fatores importantes com vistas a prolongar a qualidade 
dessas sementes após a colheita.  
Apesar da importância da espécie, ainda são poucas as 
informações sobre os fatores que determinam a perda de viabilidade em 
sementes de araucária. Alguns estudos investigaram a redução na 
qualidade fisiológica das sementes durante o armazenamento (FOWLER 
et al., 1998; PIRIZ CARRILLO et al., 2003; CAÇOLA et al., 2006; 
AMARANTE et al., 2007; GARCIA et al., 2014), mas pouco foi 
descrito até o momento sobre as alterações metabólicas após a 
maturidade e dispersão das sementes. 
Neste cenário, esta pesquisa objetivou identificar mecanismos 
fisiológicos e bioquímicos de sementes de A. angustifolia que conduzem 
à intolerância ao armazenamento e início precoce do metabolismo 
germinativo após a colheita. Pretende-se gerar informações relevantes 
para a ampliação do período de conservação das sementes, permitindo o 
prolongamento da qualidade, aumentando a disponibilidade de sementes 
e, em consequência, servindo como subsídios essenciais ao uso e à 
conservação da espécie. Acredita-se ainda que tal estudo poderá gerar 
diretrizes importantes para pesquisas futuras que visem à conservação 
de sementes de espécies recalcitrantes. Para tanto, os principais 
mecanismos fisiológicos e bioquímicos estudados estão apresentados 
nesta tese na forma de capítulos, para favorecer o entendimento e a 









2.  OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar eventos 
fisiológicos e bioquímicos envolvidos na perda de viabilidade e início 
precoce do metabolismo germinativo em sementes de Araucaria 
angustifolia após a colheita e durante o armazenamento.  
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
a) Avaliar o potencial de uso do teste de pH do exsudato em 
sementes de A. angustifolia, visando obter um método rápido e eficiente 
para a avaliação da viabilidade; 
b) Avaliar as alterações na qualidade fisiológica das sementes 
de A. angustifolia durante o armazenamento e identificar o início do 
processo de germinação das sementes em resposta à intensificação do 
metabolismo em recém-colheita e no armazenamento, categorizando-as 
em relação ao estádio de desenvolvimento/germinação; 
c) Avaliar o comportamento de sementes de diferentes 
variedades de A. angustifolia quanto à manutenção da qualidade 
fisiológica durante o armazenamento, visando prolongar o período de 
disponibilidade de sementes para fins de utilização e conservação; 
d) Identificar as eventuais alterações nos metabólitos de reserva 
nas sementes de A. angustifolia durante o armazenamento controlado a 
fim de compreender os processos de hidrólise e mobilização baseados 
no metabolismo germinativo imposto após a colheita; 
e) Avaliar alterações associadas ao estresse oxidativo e à 
integridade dos sistemas antioxidantes enzimáticos compostos pela 
superóxido dismutase, catalase e ascorbato peroxidase em embriões 












3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
3.1 A ESPÉCIE Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze. 
 
A família Araucariaceae está distribuída principalmente no 
hemisfério sul, ocorrendo na Nova Caledônia, Nova Guiné, Austrália, 
Nova Zelândia e América do Sul (SETOGUCHI et al., 1998). O gênero 
Araucaria foi um dos principais componentes das florestas na era 
Mesosoica e fósseis de Araucaria angustifolia datam do final do período 
Cretáceo e início do período Terciário (SETOGUCHI et al., 1998). 
A A. angustifolia (pinheiro-brasileiro, pinheiro-do-Paraná ou 
simplesmente araucária) é a única espécie do gênero nativa do Brasil e a 
gimnosperma de maior importância econômica da Floresta Ombrófila 
Mista Brasileira (ELBL et al., 2015), também conhecida como “Floresta 
de Araucária”, integrando o bioma da Mata Atlântica. A espécie 
originalmente distribuía-se pelos estados brasileiros do Rio Grande do 
Sul, Santa Catarina, Paraná, São Paulo, chegando até o sul de Minas 
Gerais e Rio de Janeiro, além do leste da Província de Misiones, na 
Argentina e leste do Paraguai (CARVALHO, 1994). Esta árvore é 
dióica, raras vezes monóica, apresentando estrutura reprodutiva 
masculina em forma cilíndrica com 10-15 cm de comprimento, chamada 
de androstóbilo, amentilho, mingote, charuto ou sabugo, geralmente 
localizada em ramos jovens, e estrutura reprodutiva feminina em 
formato subarredondado, localizada no ápice dos ramos, com 10-20 cm 
de diâmetro quando madura, chamada de ginostróbilo, estróbilo ou 
pinha, a qual pode conter entre 10 e 150 sementes ou pinhões (Figura 1) 
(MANTOVANI; MORELLATO; REIS, 2004; REITZ; KLEIN, 1966). 
O pinhão é o grande diásporo da A. angustifolia, no qual está presente o 
embrião que contém dois cotilédones, e o tecido de reserva formado 
pelo endosperma primário ou gametófito (FERREIRA, 1981). Para a 
espécie, o diásporo tem sido considerado a semente com invólucros ou 





Figura 1 – Árvore adulta (A), pinhas (B e C) e pinhões maduros de A. 
angustifolia. 
 
A espécie apresenta diversos usos, destacando-se a utilização de 
sua madeira para construções, serrarias e produção de celulose e papel, 
além do uso ornamental da árvore, e o consumo das suas sementes, 
muito apreciadas pela fauna e na culinária regional (LORENZI, 2002; 
CARVALHO, 2003; MATTOS, 2011). Os galhos, refugos e o nó de 
pinho servem para lenha e combustível de caldeiras (GUERRA et al., 
2003). Sua resina é utilizada na fabricação de vernizes, terebentina, 
acetona, ácido pirolenhoso e outros produtos químicos (CARVALHO, 
1994). A madeira serrada e laminada da A. angustifolia foi, por um 
longo período, um dos produtos mais importantes na exportação 
brasileira, e ocorreu uma exploração progressiva das populações da 
espécie em função de seu elevado valor econômico (EIRA et al., 1994). 
Esta intensa exploração ao longo do século passado associada à ausência 
de programas de melhoramento e conservação levaram à redução de 
mais de 97% de sua cobertura original em menos de três gerações da 
árvore. Estima-se que restam apenas alguns remanescentes que 
totalizam entre 2% a 4% da área original (GUERRA et al., 2003), sendo 
que no Estado de Santa Catarina estimam-se entre 21,9% a 26,9% de 
áreas remanescentes (VIBRANS et al., 2014). Por isso, a A. angustifolia 
foi incluída na lista de espécies ameaçadas da União Internacional para a 
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Conservação da Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN) na categoria 
de criticamente ameaçada (THOMAS, 2013). A espécie consta também 
na Lista Oficial das Espécies da Flora Brasileira Ameaçadas de Extinção 
(BRASIL, 2008). 
Atualmente, a paisagem da Floresta de Araucária está altamente 
fragmentada, o que dificulta o fluxo gênico entre as populações 
remanescentes e aumenta a probabilidade de ocorrência da erosão 
genética e da perda da capacidade adaptativa frente às mudanças do 
ambiente (STEINER, 2009). As restritas ações de recuperação que vêm 
ocorrendo em regiões da Floresta de Araucária são realizadas por 
produtores, instituições oficiais e organizações não governamentais 
ambientalistas que, por falta de informações técnico-científicas e uma 
vez que haja ausência de sementes nas populações locais, utilizam 
sementes coletadas em outras regiões, sem critérios de seleção e cuidado 
em escolher as procedências que melhor se adaptem a determinado local 
(GUERRA et al., 2003; HIRANO, 2004). Além disso, a regeneração 
natural da A. angustifolia é dificultada pela predação de suas sementes 
(LORENZI, 2002), que ocorre antes (0,7% de sementes predadas, 
segundo MANTOVANI; MORELLATO; REIS, 2004) e após a sua 
dispersão natural (20,8%, segundo SOLÓRZANO FILHO, 2001). 
 
3.2 COMPORTAMENTO DAS SEMENTES QUANTO AO 
ARMAZENAMENTO 
 
Ao final da fase de maturação, algumas sementes sofrem rápida 
redução no teor de água, não germinando devido à indisponibilidade de 
água (quiescência); em outras, o teor de água permanece elevado e, uma 
vez que as sementes nesta fase já estão completamente formadas, inicia-
se o processo germinativo (BARBEDO; MARCOS FILHO, 1998). 
Apesar de muitos estudos sobre o comportamento das sementes durante 
o armazenamento ainda serem necessários para que haja a correta 
conservação da biodiversidade (CARVALHO; SILVA; DAVIDE, 
2006), em geral, elas são classificadas em ortodoxas, recalcitrantes e 
intermediárias. O grau de tolerância à dessecação é considerado a 
diferença mais evidente entre as sementes ortodoxas e recalcitrantes 
(MARCOS FILHO, 2005; WALTERS, 2015).  
Diversos fatores podem estar envolvidos na tolerância ou na 
sensibilidade à dessecação, mas têm sido incluídos: o controle de 
reguladores de crescimento, principalmente o ABA (BRUGGINK; VAN 
DER TOORN, 1995), o acúmulo de moléculas de substâncias protetoras 
ao final da maturação, como as proteínas LEA e o balanço entre 
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açúcares solúveis (HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK, 2001), 
características estruturais incluindo diferenciação do eixo embrionário, 
vacuolização, diferenciação das organelas e organização de membranas 
(GOODMAN; JACOBS; KARRFALT, 2005; BONJOVANI; 
BARBEDO, 2008; PÉREZ; HILL; WALTERS, 2012), a reação do 
citoesqueleto e estabilidade do DNA (FARIA et al., 2005), e a presença, 
operação e eficiência dos sistemas antioxidantes (SERSHEN et al., 
2012). Mas nenhum deles, isoladamente, pode elucidar a tolerância ou 
sensibilidade à dessecação (VERTUCCI; FARRANT, 1995; 
BARBEDO; MARCOS FILHO, 1998; PAMMENTER; BERJAK, 
1999). Cabe ressaltar que os mecanismos de aquisição da tolerância à 
dessecação são controlados por um grande número de genes 
(ANGELOVICI et al., 2010).  
As sementes ortodoxas são aquelas que adquirem tolerância à 
dessecação durante o seu desenvolvimento, podem ser secas a baixos 
teores de água (abaixo de 10% de umidade) e retêm a viabilidade no 
estado seco por período prolongado (PAMMENTER; BERJAK, 2000), 
além de tolerarem o armazenamento a baixas temperaturas sem que 
ocorram danos ao seu metabolismo (DAVIDE; SILVA, 2008; 
WALTERS, 2015). Assim, podem ser mantidas em condições ex situ a 
longo prazo se forem mantidas em ambiente adequado (HONG; ELLIS, 
1996). As sementes ortodoxas, provavelmente, não só toleram a 
dessecação, mas dependem dela para redirecionar os processos 
metabólicos do desenvolvimento em direção à germinação (BARBEDO; 
MARCOS FILHO, 1998).  
Já as sementes recalcitrantes como A. angustifolia, Hevea 
brasiliensis e Inga vera, não apresentam uma fase de dessecação 
definida após a maturação, são dispersas ou colhidas com relativamente 
alto teor de água e são altamente suscetíveis a danos de dessecação 
(ROBERTS, 1973; SONG et al., 2003). Por isso, não podem ser 
mantidas em condições semelhantes às utilizadas para as sementes 
ortodoxas após a colheita, inviabilizando o seu armazenamento por 
longo prazo (MARCOS FILHO, 2005; SONG et al., 2003). Além disso, 
muitas recalcitrantes são sensíveis a baixas temperaturas, especialmente 
aquelas de origem tropical (DAVIDE; SILVA, 2008; PAMMENTER; 
BERJAK, 1999; SONG et al., 2003). 
Uma característica das sementes recalcitrantes é a grande 
variabilidade de comportamento entre espécies e dentro de uma mesma 
espécie. Isto significa que dentro do grupo das recalcitrantes, há um 
contínuo de comportamentos que variam de sementes minimamente 
recalcitrantes, com longo tempo de vida e bastantes tolerantes à 
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dessecação, e maximamente recalcitrantes, com tempo de vida e 
tolerância à dessecação reduzidos, conforme descrito na Tabela 1 
(FARRANT; PAMMENTER; BERJAK, 1988; MARCOS FILHO, 
2005; PAMMENTER; BERJAK, 2000).  
 
Tabela 1 – Características das sementes quanto aos diferentes graus de 
recalcitrância 
Tipos de sementes recalcitrantes 
Mínima Moderada Alta 
Maior tolerância à 
perda de água 
Tolerância moderada à 
perda de água 
Pouco tolerante à 
perda de água 
Germinação lenta, em 
ausência de quantidade 
adicional de água 
Velocidade média de 
germinação em 
ausência de água 
adicional 
Germinação rápida em 
ausência de água 
adicional 
Maior tolerância a 
baixas temperaturas 
Maioria das espécies é 
sensível a baixas 
temperaturas 





Florestas tropicais e 
terras úmidas 
Longevidade no armazenamento 
Adaptado de Pammenter e Berjak, 2000. 
 
As plantas que produzem sementes recalcitrantes geralmente 
ocorrem em habitats que permitem rápido estabelecimento de plântulas 
sob condições naturais, uma característica que pode ser considerada 
vantajosa à espécie e que também evita a predação (BERJAK; 
FARRANT; PAMMENTER, 1989; MARCOS FILHO, 2005). Mas a 
manutenção da viabilidade de sementes de espécies com comportamento 
recalcitrante é problemática, por isso as opções para a conservação de 
germoplasma de espécies produtoras de sementes não-ortodoxas são 
muito limitadas (CUNHA et al., 1992; DREW; PAMMENTER; 
BERJAK, 2000; HONG; ELLIS, 1996), já que para a composição dos 
Bancos de Germoplasma, normalmente é necessário reduzir o grau de 
umidade a níveis entre 3 e 7% (EIRA et al., 1994; MARCOS FILHO, 
2005). Entretanto, alguns autores alertam para a pouca atenção que a 
pesquisa de métodos que preservem a qualidade pós-colheita de 
materiais seminíferos tem recebido (CAÇOLA et al., 2006).  
As diferenças observadas no comportamento das sementes são 
resultado do processo de seleção natural, em concordância com as 
condições ambientais em que a espécie se desenvolveu (BARBEDO; 
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MARCOS FILHO, 1998). Mas nem todas as espécies se enquadram nos 
padrões descritos, verificando-se a existência de comportamentos 
intermediários ao ortodoxo e ao recalcitrante em relação ao 
armazenamento (ELLIS; HONG; ROBERTS, 1990). Portanto, este 
contínuo entre o comportamento das sementes de variadas espécies não 
se aplica apenas para o grupo das recalcitrantes. O comportamento de 
sementes em geral é visto como constituindo um processo contínuo, 
compreendido entre as sementes mais tolerantes à dessecação, as 
ortodoxas, e na outra extremidade aquelas mais sensíveis à dessecação, 
as espécies recalcitrantes (DREW; PAMMENTER; BERJAK, 2000; 
PAMMENTER; BERJAK, 1999).  
Walters (2015) propõe um modelo para representar a relação 
entre a sobrevivência e o teor de água em sementes de diferentes 
comportamentos quanto ao armazenamento, como ilustrado na Figura 2. 
O teor de água limiar tolerado por uma semente é uma medida indireta 
do estresse hídrico e sua variação entre as categorias de sementes 
implica a variação na quantidade de estresse tolerada e ilustra a natureza 
quantitativa da tolerância à dessecação (WALTERS, 2015). 
 
 
Figura 2 – Relação hipotética entre sobrevivência e teor de água em sementes. 
As sementes expressam danos quando secas abaixo de certos teores de água. O 
limite inferior de teor de água tolerado para sementes recalcitrantes é cerca de 
0,2 g H2O g MS
-1, mas os valores limiares podem ser bem acima deste valor, 
dependo do tipo de tecido, maturidade e espécie. As sementes ortodoxas não 
exibem imediatamente um limite mínimo de água (curva tracejada), mas ao 
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longo do tempo mostram uma ruptura nas relações de longevidade (curva 
sólida). As sementes classificadas como intermediárias podem apresentar teor 
de água limiar intermediário. Adaptado de Walters, 2015. 
 
3.3 CONSERVAÇÃO DE SEMENTES RECALCITRANTES 
 
A maturidade fisiológica está associada à máxima qualidade da 
semente e é atingida quando há a completa alocação de substâncias aos 
tecidos de reserva, ao final da fase de maturação durante o 
desenvolvimento da semente. Ao atingirem a maturidade, as sementes 
recalcitrantes já estão completamente formadas e prontas para a 
dispersão, pois são independentes da secagem para adquirir a capacidade 
germinativa (BARBEDO; MARCOS FILHO, 1998). O potencial de 
desempenho apresentado pela semente começa a ser revertido ao 
metabolismo degenerativo, cuja consequência final é a perda da 
viabilidade (MARCOS FILHO, 2005). 
A viabilidade de uma semente está relacionada à sua capacidade 
em reter o potencial germinativo, e a sua longevidade traduz o tempo 
durante o qual ela é capaz de conservar a viabilidade (CARDOSO, 
2004). A longevidade é, em geral, determinada pela umidade, 
temperatura de armazenamento e outras características da própria 
semente, as quais são influenciadas por interações genéticas e 
ambientais durante a maturação e a colheita (WALTERS; 
BALLESTEROS; VERTUCCI, 2010).  
A deterioração, degeneração ou envelhecimento de sementes, 
iniciada imediatamente após a maturidade, determina o desequilíbrio 
funcional dos tecidos ativos, provocando a inativação progressiva do 
metabolismo (MARCOS FILHO, 2005). A deterioração caracteriza-se 
por uma relação sigmoide entre viabilidade e tempo, em que uma fase 
sem alterações aparentes no vigor das sementes é seguida por uma fase 
de morte rápida (WALTERS; BALLESTEROS; VERTUCCI, 2010), 





Figura 3 – Viabilidade típica das sementes em resposta ao tempo de 
armazenamento, com um período assintomático em que poucas alterações são 
detectáveis na sobrevivência das sementes seguido por um rápido declínio da 
viabilidade. Adaptado de Walters et al., 2010. 
 
A longevidade da semente, tem uma duração indeterminada e a 
morte ocorrerá sem aviso quando um certo limiar for alcançado 
(WALTERS; BALLESTEROS; VERTUCCI, 2010).  
Quando o processo de deterioração tem início, diversas alterações 
fisiológicas, bioquímicas, físicas e citológicas começam a ser 
progressivamente observadas (VILLELA; PERES, 2004), ocorrendo 
perda gradual da qualidade e culminando com a morte da semente 
(COOLBEAR, 1995; MARCOS FILHO, 2005). 
A taxa de deterioração das sementes é altamente influenciada 
pelas condições do meio ambiente, dependendo diretamente da 
temperatura, da umidade relativa do ar e do histórico da população, 
fatores que podem afetar suas características físicas, químicas, 
fisiológicas e sanitárias (ROBERTS, 1981). Portanto, as condições de 
armazenamento influenciam a longevidade da semente, sobretudo pelo 
teor de água e pela temperatura, a qual atua sobre as atividades 
respiratórias das sementes e dos microrganismos presentes (VILLELA; 
PERES, 2004).  
Para a maioria das espécies, o grau baixo de umidade constitui a 
condição essencial para o bom armazenamento; por isso, quanto mais 
secas forem as sementes e as condições ambientais, em geral, maiores 
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serão as possibilidades de se prolongar sua longevidade (BACCHI, 
1958; DREW; PAMMENTER; BERJAK, 2000). Para sementes 
recalcitrantes como a A. angustifolia, entretanto, o armazenamento em 
condições de dessecação provoca a ocorrência de danos subcelulares, os 
quais podem ser reparados quando as sementes são colocadas em 
condições adequadas para a germinação (FARRANT; PAMMENTER; 
BERJAK, 1989; TARQUIS; BRADFORD, 1992). No entanto, quando 
uma proporção crítica de células é danificada, ocorre perda total da 
viabilidade (FARRANT; PAMMENTER; BERJAK, 1989).  
Já o armazenamento com teores de água relativamente altos tem 
gerado resultados favoráveis apesar das dificuldades encontradas na 
manutenção desta condição por período prolongado (AMARANTE et 
al., 2007; CAÇOLA et al., 2006; FOWLER; BIANCHETTI; ZANON, 
1998; GARCIA et al., 2014). O armazenamento de sementes com 
umidade elevada permite a atuação de mecanismos de reparo do 
metabolismo, mas pode acelerar o processo de deterioração, pois 
permite a manutenção de alta atividade metabólica com o consumo de 
importantes reservas, além de favorecer a proliferação de patógenos 
(WALTERS, 2015). Este tipo de armazenamento é estritamente uma 
opção de curto prazo, porque irá promover o metabolismo germinativo e 
respiratório, podendo favorecer a contaminação microbiana, e causar 
danos se a água não for fornecida em quantidades adequadas para dar 
continuidade à germinação (BARBEDO; MARCOS FILHO, 1998; 
BERJAK; FARRANT; PAMMENTER, 1989; BERJAK; 
PAMMENTER, 2013; DREW; PAMMENTER; BERJAK, 2000; 
PAMMENTER et al., 1994). Portanto, a alta umidade também promove 
o processo de deterioração (BARBEDO; CICERO, 2000). 
Mesmo quando armazenadas com restrições hídricas, a 
velocidade e a intensidade de deterioração são maiores em sementes 
recalcitrantes, pois as alterações metabólicas associadas à germinação 
continuam durante o armazenamento. Por isso, a busca por métodos 
eficientes que controlem ou prolonguem a longevidade das sementes 
recalcitrantes são assuntos de grande interesse na comunidade científica 
internacional. Apesar dos esforços, pesquisas referentes à conservação 
de sementes recalcitrantes ainda não produziram informação suficiente 
para o desenvolvimento de métodos que permitam ampliar sua 
capacidade de armazenamento, e que se aplique para todas as espécies 
(ANDRÉO; NAKAGAWA; BARBEDO, 2006). 
 




As sementes de A. angustifolia são classificadas como 
recalcitrantes pois perdem rapidamente o seu potencial fisiológico após 
a colheita, sendo que abaixo de 38% de umidade há progressiva perda 
de viabilidade e o grau de umidade letal é de 25% (EIRA et al., 1994; 
ESPINDOLA et al., 1994; FARRANT; PAMMENTER; BERJAK, 
1989; RAMOS; SOUZA, 1991; TOMPSETT, 1984). Dentro desta 
categoria, a espécie se enquadra naquelas minimamente recalcitrantes 
(DREW; PAMMENTER; BERJAK, 2000). 
A característica recalcitrante das sementes de A. angustifolia 
dificulta as ações de conservação. Alguns autores chegam a indicar que, 
sempre que possível, a semeadura deve ser realizada imediatamente 
após a colheita (BIANCHETTI; RAMOS, 1981). Outros recomendam 
que, para fins de conservação das sementes mesmo a curto prazo, deve-
se armazená-las logo após a colheita, com o máximo grau de umidade 
possível e evitando-se a perda de água durante esse período (EIRA et al., 
1994). O uso de embalagens plásticas reduz a perda de água, e pode 
favorecer a conservação de sementes (POPINIGIS, 1985). Entretanto, o 
armazenamento de sementes com alto grau de umidade pode propiciar o 
surgimento de problemas como a proliferação de fungos e a germinação 
de sementes no interior da embalagem, causando rápida deterioração 
(EIRA et al., 1994). 
Diversos pesquisadores investigaram métodos para a conservação 
de sementes de A. angustifolia durante o armazenamento. Alguns 
autores conseguiram conservar as sementes por 12 meses 
acondicionando-as com a umidade que apresentaram na coleta (43%), 
em câmara fria e embalagem de polietileno selada (FOWLER; 
BIANCHETTI; ZANON, 1998). Outros observaram a manutenção da 
viabilidade das sementes armazenadas em condições de refrigeração 
durante o período de até 180 dias, mas assumem que pode ter havido 
redução gradativa do vigor a partir dos 60 dias de armazenamento 
(CAÇOLA et al., 2006). Em pesquisa semelhante, observou-se acima de 
30% de viabilidade aos 190 dias de armazenamento em temperatura 
ambiente variando entre 15 e 25ºC (FERREIRA; HANDRO, 1979), ou 
60% de viabilidade aos 180 dias de armazenamento em refrigerador a 
5ºC, mantendo-se elevado vigor das sementes (GARCIA et al., 2014). A 
mesma temperatura de armazenamento (5ºC) associada à umidade 
relativa do ar de 80% e o uso de embalagens plásticas foi considerada 
eficiente na conservação da qualidade fisiológica das sementes de A. 
angustifolia (SUITER FILHO, 1966). O armazenamento de pinhões em 
temperaturas iguais ou superiores a 20ºC leva à rápida perda de 
viabilidade fisiológica, em função do gasto energético com a respiração 
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e da desorganização celular relacionada à desidratação e à senescência 
dos tecidos (AMARANTE et al., 2007). Enfim, as inúmeras pesquisas 
constataram que o período máximo em que as sementes de A. 
angustifolia podem manter sua viabilidade e vigor ainda é muito curto 
para suprir as demandas da conservação da espécie. Além disso, a 
germinação completa das sementes de A. angustifolia leva em torno de 
60 a 70 dias (MOREIRA-SOUZA; CARDOSO, 2003; CAÇOLA et al., 
2006; GARCIA et al., 2012; SHIBATA et al., 2013; GARCIA et al., 
2014), o que dificulta o monitoramento da qualidade fisiológica.  
É importante considerar também que os tecidos de embriões 
maduros de sementes de A. angustifolia armazenam principalmente 
lipídios e amido, e as características de suas células indicam uma 
estratégia de desenvolvimento contínuo sem a interposição de um estado 
seco (FARIAS-SOARES et al., 2013). Recentemente foi comprovada a 
presença de proteínas LEA do grupo II – dehidrinas em embriões de A. 
angustifolia (FARIAS-SOARES et al., 2013), ligadas à estabilização de 
proteínas em ambientes de estresse hídrico (DURE, 1993). Já que as 
reservas de proteína do embrião são consumidas durante a germinação, 
os autores levantam a hipótese de que a principal função das dehidrinas 
armazenadas nos corpos proteicos é ajudar as plântulas a suportar a 
desidratação que ocorre ao longo de germinação (FARIAS-SOARES et 
al., 2013) podendo, portanto, apresentar um papel fundamental, porém 
ainda incompreendido, no metabolismo das sementes da espécie.  
 
3.5 GERMINAÇÃO PRECOCE EM SEMENTES 
RECALCITRANTES 
 
A secagem ao final da maturação está associada à quiescência em 
sementes ortodoxas. Com a reidratação, há reativação do sistema 
metabólico pré-existente, suplementado pela síntese de novos 
componentes estruturais que resultam na emergência da raiz primária 
(ANGELOVICI et al., 2010; MARCOS FILHO, 2005). Nas sementes 
sensíveis à dessecação, não há secagem ao final do desenvolvimento, 
nem divisão definida entre desenvolvimento e germinação. Em função 
da ausência da fase de dessecação (ou fase muito curta), as sementes 
recalcitrantes geralmente apresentam atividade metabólica intensa 
durante sua formação, dispersão e após a colheita (BARBEDO; 
MARCOS FILHO, 1998; CASTRO; BRADFORD; HILHORST, 2004; 
PAMMENTER; BERJAK, 2000). O metabolismo do desenvolvimento 
passa diretamente ao metabolismo de germinação, que continua durante 
o armazenamento (MARCOS FILHO, 2005). Portanto, pode ocorrer a 
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protrusão da raiz primária durante o armazenamento, em condições que 
não favorecem a continuidade do processo, devido à insuficiência de 
água para a manutenção do crescimento do eixo embrionário 
(ANDRÉO; NAKAGAWA; BARBEDO, 2006).  
É importante ressaltar que nem todas as espécies apresentam 
germinação visível, com protrusão da raiz primária, mas os eventos 
subcelulares de germinação, como mudanças ultraestruturais, 
metabolismo e organização subcelular (especialmente mitocôndrias, 
retículo endoplasmático e plastídios) iniciam logo após a dispersão (ou 
até mesmo antes) em sementes recalcitrantes (BERJAK; 
PAMMENTER, 2013; DREW; PAMMENTER; BERJAK, 2000; 
OBROUCHEVA et al., 2012; WALTERS, 2015).  
Por isso, tem sido sugerido que, durante o armazenamento, a 
intensificação do metabolismo das sementes recalcitrantes não somente 
dá início ao processo de germinação, mas torna as sementes 
gradualmente mais sensíveis à ausência de água (BARBEDO; 
MARCOS FILHO, 1998; BERJAK; PAMMENTER, 2008; 
PAMMENTER; BERJAK, 2000). Isso porque a água é fundamental 
especialmente à primeira fase da germinação e, uma vez que há 
indisponibilidade de água para a semente durante o armazenamento, este 
pode gerar um estado de estresse hídrico às sementes (BARBEDO; 
MARCOS FILHO, 1998; PAMMENTER et al., 1994). Neste caso, elas 
estariam sujeitas a injúrias, as quais conduziriam à manifestação de 
mecanismos de proteção e reparo do metabolismo. Além disso, as 
intensas atividades respiratória e de consumo podem determinar uma 
redução acentuada da disponibilidade de reservas, associada ao 
metabolismo desordenado, com liberação e atividade de radicais livres, 
os quais provocam diversos prejuízos à conservação da viabilidade 
durante o armazenamento, favorecendo a rápida deterioração 
(ANDRÉO; NAKAGAWA; BARBEDO, 2006; BARBEDO; MARCOS 
FILHO, 1998). 
Estudando o comportamento de sementes recalcitrantes durante o 
armazenamento, FARRANT, PAMMENTER e BERJAK (1986), 
posteriormente referenciados por MARCOS FILHO (2005), 
desenvolveram o modelo apresentado na Figura 4, segundo o qual 
sementes submetidas à secagem lenta atingem estádio mais avançado da 
germinação antes da perda completa de viabilidade, o que ocorre sob 
graus de umidade relativamente elevados. Já as sementes submetidas à 
secagem rápida não apresentam progresso tão acentuado da germinação, 
mas sobrevivem com teores de água inferiores, ainda que os valores 





Figura 4 – Modelo proposto para explicar o comportamento de sementes 
recalcitrantes no armazenamento. A linha horizontal indica o teor de água 
inicial das sementes; a linha sólida superior indica o teor de água exigido nos 
estádios sucessivos da germinação; a linha sólida inferior indica o teor de água 
mínimo necessário para a sobrevivência das sementes. Adaptado de Farrant et 
al., 1986.  
 
Alguns autores assumem a ocorrência de germinação precoce em 
sementes de A. angustifolia, tendo observado eventos subcelulares 
típicos de germinação, incluindo um aumento nos níveis de síntese 
proteica e de células meristemáticas, os quais iniciam logo após a 
dispersão das sementes e continuam durante o armazenamento 
(FARRANT; PAMMENTER; BERJAK, 1989). Foi também observado 
que os embriões de sementes recém-colhidas de A. angustifolia 
realmente são metabolicamente ativos, mas a maioria dos núcleos da 
zona meristemática radicular parecem ser quiescentes (ESPINDOLA et 
al., 1994). 
 Em trabalhos prévios, foi possível constatar a ocorrência de 
germinação durante o armazenamento de sementes de A. angustifolia, 
pois 80% e 30% das sementes haviam germinado (ao mínimo emitido a 
raiz primária) aos 6 meses após a coleta, quando mantidas em condições 
de ambiente de laboratório em ausência de controle térmico e em 
refrigerador, respectivamente, demonstrando a ineficiência do 
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armazenamento convencional na manutenção da viabilidade das 
sementes, como apresentado na Figura 5 (GARCIA et al., 2014). Aos 
seis meses de armazenamento sob condição de ambiente sem controle 
térmico, 100% das sementes que não apresentaram a germinação 
precoce, encontravam-se atacadas por microrganismos e haviam perdido 
a viabilidade.  
 
 
Figura 5 – Germinação de sementes de A. angustifolia em embalagens com 
restrição à perda de água (A) e sementes atacadas por microrganismos (B) aos 
seis meses de armazenamento em ambiente sem controle térmico. 
 
3.6 MECANISMOS ENVOLVIDOS NA DETERIORAÇÃO E 
METABOLISMO DE SEMENTES NO ARMAZENAMENTO 
 
A deterioração é um processo decorrente de diversas alterações 
fisiológicas, bioquímicas, físicas e citológicas que ocorrem 
simultaneamente e determinam a redução na qualidade fisiológica das 
sementes e culminam em sua morte (COOLBEAR, 1995; MARCOS 
FILHO, 2005). Diversos fatores podem promover a deterioração, e as 
características da espécie como longevidade natural e composição 
química, aliadas à qualidade inicial, grau de umidade da semente e 
condições do ambiente, tanto podem facilitar como retardar os eventos 
da deterioração (MARCOS FILHO, 2005). A Figura 6 ilustra os 
principais caminhos metabólicos que ocorrem à medida que progride a 





Figura 6 – Eventos metabólicos que ocorrem durante a deterioração da semente. 
Adaptado de Osborne, 1980. 
 
Estes eventos podem ter maior ou menor importância em 
determinadas situações e alguns podem simplesmente não ocorrer para 
algumas espécies. Para as sementes recalcitrantes, embora tenha sido 
esporadicamente sugerido que a redução do teor de água a níveis que 
permitam o metabolismo basal, mas que impeçam a germinação no 
armazenamento pode ser uma maneira eficaz para aumentar a sua 
longevidade, existem evidências de que isso é de fato prejudicial e pode 
reduzir a qualidade e longevidade das sementes, pois uma desidratação 
leve pode estimular a germinação (BERJAK; PAMMENTER, 2008; 
DREW; PAMMENTER; BERJAK, 2000).  
A seguir, serão discutidos alguns dos principais eventos da 
deterioração em sementes que resultam na perda de sua qualidade, suas 
evidências e possíveis causas buscando a compreensão entre a sutil 
mudança no metabolismo que determina a germinação ou a deterioração 
de sementes. 
 
3.6.1 Danos ao sistema de membranas celulares 
 
As membranas celulares são compostas por duas camadas de 
fosfolipídios com proteínas encaixadas como glóbulos (MARCOS 
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FILHO, 2005), seguindo o modelo mosaico fluido proposto por Singer e 
Nicolson (1972). O sistema de membranas se organiza durante a 
maturação e a máxima organização é alcançada durante a fase final do 
acúmulo de reservas, próximo à maturidade fisiológica (MARCOS 
FILHO, 2005). Sua organização se mantém estável graças à relação 
entre seus componentes e a água (MATTHEWS, 1985). 
A desorganização do sistema de membranas é o principal sintoma 
fisiológico da deterioração de sementes (COOLBEAR, 1995). O 
vazamento de solutos de baixo peso molecular (açucares, íons, 
aminoácidos, etc.) ocorre durante a embebição e está associado com a 
fase de transição das membranas do estado gel para o estado cristalino 
líquido (COOLBEAR, 1995; MARCOS FILHO, 2005). O grau de 
lixiviação está correlacionado ao tempo utilizado para completar a fase 
de transição e aumenta ao longo da deterioração, sendo um indicador de 
vigor da semente (CORBINEAU, 2012; MATTHEWS; POWELL, 
2006). Assim, sementes de menor qualidade estão, geralmente, 
associadas com elevado vazamento de solutos durante a fase de 
embebição.  
Durante o armazenamento, as sementes perdem gradativamente a 
integridade do sistema de membranas. Suas possíveis causas estão 
relacionadas à redução da eficiência dos mecanismos de reparo, 
peroxidação de lipídios, dessecação excessiva, redução dos teores de 
açúcares e ação de radicais livres (COOLBEAR, 1995). Durante o 
estresse hídrico que pode ocorrer no armazenamento, a presença de 
certos solutos (como açúcares) em células tolerantes mantêm a 
superfície da célula hidratada e podem inclusive substituir as moléculas 
de água internamente às células, impedindo a fusão de membranas, o 
que não ocorre em células não tolerantes (HOEKSTRA; GOLOVINA; 
BUITINK, 2001). 
   
3.6.2 Danos oxidativos resultantes da presença de Espécies Reativas 
do Oxigênio  
 
 O oxigênio molecular (O2) é relativamente não reativo em seu 
estado base, e sob condições respiratórias normais a produção de 
espécies reativas do oxigênio (EROS ou ROS) nas células ocorre em 
pequena intensidade. A redução do O2 dá origem ao superóxido (O2●–), 
ao peróxido de hidrogênio (H2O2), ao radical hidroxila (●OH) e ao 
oxigênio singleto (O21) (MØLLER; JENSEN; HANSSON, 2007; 
VENTURA et al., 2012). Condições adversas como as decorrentes do 
processo de deterioração podem levar ao rompimento da homeostase 
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celular e aumentar a produção de ROS, levando ao estresse oxidativo 
(ARRUDA; AZEVEDO, 2009; BOARETTO et al., 2014; GRATÃO et 
al., 2005). 
O estresse oxidativo ocorre essencialmente como uma 
consequência de um desequilíbrio entre a produção de ROS e a 
atividade das defesas antioxidantes (ARRUDA et al., 2013; GRATÃO 
et al., 2012; KIBINZA et al., 2011) e podem modificar e inativar 
proteínas, lipídios, carboidratos, DNA e RNA, induzir disfunções 
celulares e, em última instância, provocar a morte celular (Figura 7) 
(GILL; TUTEJA, 2010; MØLLER; JENSEN; HANSSON, 2007; 
SCANDALIOS, 2005). A degradação do sistema de síntese de novas 
enzimas também está diretamente ligada à produção de ROS, afetando a 
formação de enzimas e promovendo modificações em sua estrutura 
(MARCOS FILHO, 2005).  
 
 
Figura 7 – Representação de alguns estressores ou iniciadores de espécies 
reativas do oxigênio (ROS) e as consequências biológicas que conduzem a uma 
variedade de disfunções fisiológicas que podem conduzir à morte celular. 
Adaptado de Scandalios, 2005. 
 
A presença de ROS também pode desencadear reações oxidativas 
em cadeia altamente prejudiciais, especialmente com ácidos graxos 
poliinsaturados como o ácido linoléico para formar hidroperóxidos de 
lipídios (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; COOLBEAR, 1995; 
SHIN; KIM; AN, 2008). Para cada molécula de hidroperóxido formada, 
há a produção de um radical livre, capaz de reagir com outra molécula 
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lipídica (COOLBEAR, 1995). A peroxidação dos lipídios das 
membranas tem sido considerada um dos mecanismos mais importantes 
da deterioração de sementes e redução da capacidade germinativa 
(COOLBEAR, 1995; MCDONALD, 1999; VILLELA; PERES, 2004). 
A peroxidação ocorre nos lipídios de reserva e nos componentes 
das membranas de sementes armazenadas, gerando um aumento nos 
radicais livres, formando produtos secundários tóxicos, promovendo a 
perda da permeabilidade seletiva e a desestruturação do sistema de 
membranas, a oxidação de aminoácidos, e a degradação de DNA e de 
proteínas (MARCOS FILHO, 2005; WILSON; MCDONALD, 1986). 
Portanto, a peroxidação lipídica é, provavelmente, a maior consequência 
da ação deletéria das ROS (HALLIWELL, 2012), e constitui um dos 
fatores que mais influenciam o declínio de vigor e viabilidade das 
sementes (JOSÉ et al., 2010; MARCOS FILHO, 2005; MINATO et al., 
2005; WILSON; MCDONALD, 1986). 
Apesar de sua ação deletéria, tem sido sugerido que a presença de 
ROS tem uma função regulatória na germinação e na dormência 
primária em sementes. A produção de ROS parece desencadear uma 
sequência de eventos em vários compartimentos celulares, os quais 
culminam na germinação (LEYMARIE et al., 2011). Portanto, as ROS 
são componentes chave das vias de transdução de sinais em sementes e 
tem sido relatado que a germinação de sementes somente pode ser 
completada se o conteúdo de ROS for mantido abaixo de um limiar 
crítico (‘oxidative window for germination’) (VENTURA et al., 2012). 
Além disso, parece haver uma relação entre as vias de sinalização 
induzidas pelas ROS e o metabolismo de ácido abscísico (ABA) e/ou 
giberelina (GA), sendo assim determinantes no controle da germinação e 
dormência (BAZIN et al., 2011; VENTURA et al., 2012). 
 
3.6.3 Alterações nos sistemas enzimáticos antioxidantes 
 
A célula vegetal, assim como seus peroxissomos, cloroplastos e 
mitocôndria, contém múltiplos sistemas enzimáticos para a remoção das 
ROS (MØLLER; JENSEN; HANSSON, 2007). Estas enzimas atuam 
como antioxidantes que, quando presentes em baixa concentração 
comparada à do substrato oxidável, regenera-o ou previne 
significativamente a sua oxidação (HALLIWELL, 2012).  
Para controlar os danos celulares induzidos pela presença de 
ROS, as sementes desenvolveram mecanismos de detoxificação, 
incluindo os compostos por enzimas antioxidantes como a superóxido 
dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), 
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glutationa peroxidase (GSHPx), glutationa redutase (GSSGR), 
monodeidroascorbato redutase (MDHAR) e deidroascorbato redutase 
(DHAR) (RAJJOU; DEBEAUJON, 2008). Alguns destes sistemas como 
a SOD e a CAT, por exemplo, atuam como detoxificadores do agente, 
antes que a lesão seja provocada, buscando neutralizar as ROS 
(BLOKHINA; VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003; FERREIRA; 
MATSUBARA, 1997). A SOD atua na dismutação do O2●–; já CAT e 
APX atuam na dismutação do H2O2: 
 
 
Em condições metabólicas normais, a formação e a remoção de 
ROS estão em equilíbrio (ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002). O 
balanço entre a produção de ROS e a atividade destes sistemas de 
remoção determinam o tipo e a concentração de ROS presente nas 
células, indicando a ocorrência e extensão dos danos (MØLLER; 
JENSEN; HANSSON, 2007). Assim, os mecanismos enzimáticos de 
proteção atuam durante o armazenamento das sementes, quando há o 
avanço no processo deteriorativo (NAKADA et al., 2010), mas o 
potencial de detoxificação pode ser fortemente alterado se estes 
mecanismos sofrerem danos durante o armazenamento da semente, 
levando a uma redução no vigor e viabilidade (RAJJOU; DEBEAUJON, 
2008). Alterações em sua estrutura e inativação progressiva das enzimas 
são algumas das evidências de danos no sistema antioxidante 
(COOLBEAR, 1995). Quando estes danos se acumulam a níveis 
perigosos, as sementes perdem a capacidade de remover as ROS e 
podem não suportar o reinício do metabolismo que ocorre durante a 
germinação das sementes (BAILLY; EL-MAAROUF-BOUTEAU; 
CORBINEAU, 2008; RAJJOU; DEBEAUJON, 2008).  
 
3.6.4 Alterações no metabolismo de componentes de reserva 
  
As reservas acumuladas durante o desenvolvimento da semente 
influenciam diretamente o vigor e o potencial de armazenamento 
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2012), pois são fundamentais para a 
manutenção da viabilidade celular durante períodos de mais baixa 
atividade metabólica, além de determinar os procedimentos pós-colheita 
mais adequados à manutenção da qualidade das sementes (MARCOS 
FILHO, 2005). Os carboidratos desempenham papel fundamental na 
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manutenção da viabilidade das sementes durante o armazenamento, 
através dos mecanismos de embebição de água, proteção do embrião 
contra o dessecamento e o ataque de patógenos (BARBEDO; MARCOS 
FILHO, 1998). Os açúcares atuam como solutos compatíveis durante a 
fase inicial da dessecação em sementes ou em situações de estresse 
hídrico, substituindo a água nas células, estabilizando as 
macromoléculas e contribuindo para o estado vítreo (HOEKSTRA; 
GOLOVINA; BUITINK, 2001).  
Durante a deterioração das sementes, o decréscimo no teor de 
açúcares solúveis e totais pode afetar sua mobilização dos tecidos de 
reserva para o eixo embrionário, culminando em queda da germinação e 
do vigor (MARCOS FILHO, 2005). Entretanto, tem sido relatado que, 
para as sementes de A. angustifolia, a perda de viabilidade é 
acompanhada por aumentos nos açúcares totais, resultantes da 
degradação do amido, cujo teor decresce durante o armazenamento, 
provavelmente pelo seu consumo como substrato respiratório (RAMOS; 
SOUZA, 1991). Mas em trabalho prévio, foi possível observar redução 
no teor de carboidratos solúveis e amido em embriões de A. angustifolia 
durante o armazenamento por 180 dias em ambiente de laboratório sem 
controle térmico (ARALDI; COELHO; MARASCHIN, 2016). 
As alterações no metabolismo de reservas durante a deterioração 
de sementes também se manifestam no teor de proteínas, que atuam nas 
sementes como substâncias de reserva e catalisam reações químicas 
(MARCOS FILHO, 2005). Ramos e Souza (1991), entretanto, não 
verificaram relação entre o teor de proteínas e a perda de viabilidade das 
sementes de A. angustifolia. Mas durante o armazenamento por 180 dias 
em ambiente em ausência de controle térmico observou-se redução 
progressiva no teor de proteínas solúveis, assim como alterações no 
perfil eletroforético (ARALDI; COELHO; MARASCHIN, 2016). 
Entretanto, a deterioração e a consequente redução do vigor das 
sementes também está relacionada à integridade do sistema de síntese de 
componentes de reserva e alterações na taxa respiratória (COOLBEAR, 
1995). 
Como descrito anteriormente, eventos decorrentes do processo 
germinativo parecem iniciar logo após a dispersão das sementes, 
incluindo um aumento nos níveis de síntese proteica e metabolismo de 
células meristemáticas (FARRANT; PAMMENTER; BERJAK, 1989). 
Portanto, as alterações bioquímicas observadas após a colheita podem 
não ser uma consequência de processo de deterioração, necessitando de 
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CAPÍTULO 1 – pH EXUDATE TEST FOR DETERMINING THE 




This study aimed to verify the efficiency of methods of pre-
conditioning and periods of water immersion to perform the pH exudate 
test to evaluate the viability of Araucaria angustifolia seeds. Three pre-
conditioning methods (whole seed, seed longitudinally sectioned, 
excised embryo) and three water imbibition periods (30, 60 and 90 
minutes) were tested, and the solution color was evaluated. Additionally, 
the seeds were artificially aged for four and eight days at 40 °C. The 
viability was higher in embryos excised, after 30 minutes of imbibition, 
showing high coefficient of correlation with the germination and 
tetrazolium tests. Seeds at advanced stage of deterioration should be 
evaluated by associating the solution color with the tissue aspect. 
In conclusion, the pH exudate test is efficient to evaluate the viability of 
A. angustifolia seeds, and it should be performed using excised embryo 
imbibed in water for 30 minutes. 
 
Keywords: Brazilian pine, longevity, recalcitrant seeds, seed 
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CAPÍTULO 2 – ESTABLISHMENT OF POST-HARVEST EARLY-
DEVELOPMENTAL CATEGORIES FOR VIABILITY 




Araucaria angustifolia seeds are recalcitrant, and their 
metabolism remains high during storage. This research aimed to 
describe the initiation of germination in A. angustifolia seeds during 
storage in order to standardize the assessment of physiological quality 
and to promote seed conservation. Seeds were collected from two 
populations and stored for 270 days in the natural laboratory 
environment and cold chamber. Seeds were classified according to four 
early developmental stages: I – mature seeds; II – seeds with elongation 
along the embryonic axis; III – beginning of root protrusion; IV – 
advanced germination stage, with seedling shoots. After categorization, 
physical and physiological quality was assessed. In freshly collected 
seeds, only category I was observed. At 270 days, approximately 40% of 
seeds were in category III in laboratory conditions, while the 
maintenance in a cold chamber delayed germinative metabolism. 
Viability tests showed that seeds in categories III and IV were more 
susceptible to damage caused by storage. In conclusion, the percentage 
of viable A. angustifolia seeds depends on the development stage after 
collection. Seeds that have reached early developmental category III 
should be prioritized for propagation, while those remaining in 
categories I and II should be longer stored with periodic assessment for 
reduction in physiological quality. 
 
Keywords: Brazilian pine, longevity, recalcitrant seeds, seed 




Araucaria angustifolia (Brazilian pine) is a key species of the 
Brazilian Atlantic Rain Forest (Veloso et al. 1991; Coutinho & 
Dillenburg 2010), being its only native gymnosperm of economic 
importance (Silveira et al. 2008; Elbl et al. 2014). Its seeds are 
consumed by humans and are the most important food source for several 
wild mammals and birds during the winter (Stefenon et al. 2009; Reis et 
al. 2014). The seeds are recalcitrant, with a short conservation period 
under natural conditions, with at least a 60% viability reduction at 4 
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months post-harvest (Fowler et al. 1998; Amarante et al. 2007; Garcia et 
al. 2014). Given the need for the conservation of genetic resources, it is 
important to note that A. angustifolia has been classified as critically 
endangered by IUCN (2013).  
Studies on the metabolism of recalcitrant seeds have been 
performed by several authors (Barbedo & Bilia 1998; Song et al. 2003; 
Berjak & Pammenter 2008; Caccere et al. 2013; Pammenter & Berjak 
2014; Walters 2015), including studies on ex situ conservation by 
storage (Pammenter et al. 1994; Drew et al. 2000; Li & Pritchard 2009; 
Pasquini et al. 2012; Charloq et al. 2013; Walters et al. 2013; Bonjovani 
& Barbedo 2014; Liu et al. 2014). Storage of recalcitrant seeds under 
desiccating conditions resulted in the initiation of subcellular damage, 
which may be repaired when seeds are set-out to germinate (Farrant et 
al. 1989; Tarquis & Bradford 1992). However, when a critical 
proportion of cells are damaged, there will be total viability loss (Farrant 
et al. 1989). Storage is possible if the conditions preclude water loss, but 
such hydrated storage is strictly a short-term option because it will also 
promote germination metabolism with an accompanying increase in 
respiratory metabolism, favor a microbial contamination, and cause 
damage if water is not supplied in appropriate amounts (Farrant et al. 
1989; Pammenter et al. 1994; Barbedo & Marcos Filho 1998; Drew et 
al. 2000; Berjak & Pammenter 2013). Therefore, high humidity also 
promotes the deterioration process (Barbedo & Cicero 2000). 
Some researchers have reported the early germination of A. 
angustifolia seeds during storage (Farrant et al. 1989; Garcia et al. 
2014). Subcellular germination events, including an increase in the 
levels of protein synthesis and meristem cell metabolism, initiate shortly 
after the seeds of A. angustifolia are shed, and continue on during 
storage (Farrant et al. 1989).  
Recalcitrant seed quality is influenced by drying after harvest, 
genetic potential, environmental conditions, harvest date, mechanical 
damage, and storage conditions (Demir et al. 2008; Ligterink et al. 
2012), and the determination of seed quality is a critical step for 
conservation, cultivation, breeding and research activities (Corbineau 
2012). However, studies evaluating the quality of recalcitrant seeds, in 
general, do not consider the fact that germination metabolism may be 
active, and so assess seed quality in a manner similar to that done for 
more orthodox seeds. 
Some authors have evaluated the decline in physiological quality 
of A. angustifolia seeds during storage (Fowler et al. 1998; Fontes et al. 
2001; Piriz Carrillo et al. 2003; Caçola et al. 2006; Amarante et al. 
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2007; Garcia et al. 2014). However, there have been no published 
reports on the characterization and standardization of germination 
metabolism after harvest, which begins immediately after physiological 
maturity and thus prior to quality evaluation. In view of the intraspecific 
variation typical of recalcitrant seeds (Li & Pritchard 2009), a 
standardized assessment of physiological quality is necessary in order to 
determine a seeds developmental stage (Shibata et al. 2013). Thus, the 
aim of this work was to standardize the assessment of physiological 
quality of Araucaria angustifolia by identifying the initiation of the 
germination process during storage and to categorize seeds according to 
early developmental stage. More specifically the present study aimed to 
identify what stage of early development allows for the longest storage 
period, thus promoting seed conservation and providing a basis for 
further research on physiological quality of recalcitrant species. 
 
2.3 MATERIAL AND METHODS 
 
2.3.1 Plant material 
 
Mature cones of Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze were 
collected in May 2012 from two natural populations: Lot 1 from the 
region of São José do Cerrito (27°36’ S, 50°39’ W, average elevation of 
918 meters); and Lot 2 from Painel (27°55’ S, 50°04’ W, average 
elevation of 1171 meters), both in the state of Santa Catarina in southern 
Brazil. Both populations are located in areas of secondary forest (Mixed 
Rain Forest), with temperate Cfb climate according to Köppen 
classification, and relief from flat to slightly rolling. Cones were 
collected from 15 ± 2 matrices/population, for a total of 65 ± 2 
cones/population. The collection of samples from two different 
populations was intended to better represent the species given the typical 
intraspecific diversity of recalcitrant seeds, and thus provide a stronger 
hypothesis test. 
 
2.3.2 Seed storage and determination of physiological quality 
 
Seed samples were homogenized and distributed among four 
replicates per lot, from which fractions were withdrawn and placed in 
sealed, semipermeable (porosity of 0.015 μm), transparent plastic 
containers which permitted gaseous exchange yet limited water loss. 
The containers were then placed in two different storage conditions: the 
natural laboratory environment, and a cold chamber (temperature of 10 
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± 3°C, and relative humidity of 45 ± 5%), where they were kept for a 
period of 270 days (each storage condition containing the four replicates 
per lot). Reference values for storage temperature and relative humidity 
for the natural laboratory environment are listed in Table 2.1. 
 
Tabela 2.1 – Reference temperature and relative humidity data for the city of 




Temperature (°C) Relative humidity (%) 
Mean Maximum Minimum Mean Maximum Minimum 
15 – 30 13.3 24.8 0.9 83 98 35 
45 12.4 24.3 0.4 85 98 41 
90 11.7 24.0 -0.5 85 98 43 
135 12.4 24.4 1.1 85 98 43 
180 13.4 26.0 1.6 83 98 42 
225 14.1 26.0 2.4 82 98 43 
270 15.5 27.0 4.3 81 98 42 
 
Prior to assessment of quality, seeds were categorized according 
to early developmental stage. Determination of early developmental 
stage, and tests of moisture content, viability and vigor were performed 
at zero, 15, 30, 45, 90, 135, 180, 225 and 270 days, for both lots and 
both storage conditions. 
 
2.3.3 Categorization of early developmental stages 
 
In order to standardize the assessment of viability and vigor, 35 
seeds/replicate were assessed from both lots and both storage conditions. 
Seeds were separated into early developmental stages by visual 
characterization of seeds and/or embryos, which were manually 
extracted using a stylus and scalpel. This analysis allowed grouping 
seeds into four distinct categories (Fig. 2.1): 
− Category I: seeds with mature (but not germinated) embryos, 
with whitish, pinkish or greenish cotyledons (Fig. 2.1 A-B); 
− Category II: seeds with embryos showing apparent elongation 
along the embryonic axis, indicating the beginning of germination (Fig. 
2.1 C-D); 
− Category III: seeds with embryos that started root protrusion, 
with seed coat rupture, and hypocotyl thickening; in general the 
cotyledons are greenish (Fig. 2.1 E-F); 
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− Category IV: seeds with embryos in advanced stages of 
germination, with seedling shoots; cotyledons present, and the primary 
root being brownish (Fig. 2.1 G-H). 
 
 
Figura 2.1 – Appearance of Araucaria angustifolia seeds and embryos at early 
developmental stages I (A, B), II (C, D), III (E, F) and IV (G, H), observed 
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during the storage period, showing cotyledons (c) and embryonic axes (ea). Bars 
indicate 1 cm. 
 
In addition to visual analysis, embryo mass was determined using 
10 seeds/replicate for each condition and storage period. Embryos were 
then extracted and categorized according to early developmental stage. 
Mean embryo mass was determined for each category, as was the 
percentage of seed mass represented by the embryo, regardless of the 
condition and storage period, in order to better characterize early 
developmental stages. 
 
2.3.4 Seed quality analysis during storage 
 
Moisture content was assessed through weight loss after oven 
drying at 105°C ± 3°C for 24 hours, using three transversely cut 
seeds/replicate, (Brazil 2009). For analysis of seed viability, the Rules 
for Seed Analysis – RAS were used (Brazil 2009), which recommend 
the use of the tetrazolium test instead of the germination test, because of 
the extensive time-period before the formation of normal seedlings. 
Therefore, viability was assessed using the tetrazolium test on 25 
embryos/replicate, (according to methodology of Brazil 2009, with 
adaptations by Oliveira et al. 2014), and exudate pH, according to 
methodology of Araldi et al. (2015). Both viability tests were based on 
the identification of viable structures associated with tissues appearance. 
An electrical conductivity test was performed with 10 embryos/replicate 
immersed in 75 ml of ultrapure water where they were kept for 12 hours 
at 25 ± 1°C, and the results reported in μS cm-1 g-1 (Medeiros & Abreu 
2007).  
Seeds from all categories were used for analysis of seed quality, 
however, only categories I and II will be presented in the results of 
viability analysis (tetrazolium and exudate pH exudate), since these 
categories better exhibited the differences between storage conditions 
and had a less substantial decline in viability. 
 
2.3.5 Experimental design and statistical analysis 
 
The experiment was conducted using a completely randomized 
design in split plot, with two storage conditions (natural environment 
and cold chamber) and nine storage periods (0, 15, 30, 45, 90, 135, 180, 
225 and 270 days). Percentage data were transformed into arc sin √%. 
Analysis of variance, Tukey test of means at 5% probability, and 
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regression analysis were performed using the statistical program SAS 
(2009). Since there were no significant differences between seed lots, 
viability analyses (tetrazolium and exudate pH), moisture content and 




2.4.1 Early development of seeds during storage 
 
The four early-developmental categories showed pronounced 
differences in embryo mass. Embryos belonging to category I averaged 
0.12 g (Lot 1) and 0.14 g (Lot 2), representing 1.35% of the total seed 
mass (Table 2.2). There was an increase in embryo mass in category II 
(0.25 and 0.22 g, for Lots 1 and 2, respectively) and category III (0.87 
and 0.82 g, for Lots 1 and 2, respectively). However, after root 
protrusion, embryo mass-gain was much higher, with it reaching close to 
50% of total seed mass (Table 2.2). 
 
Tabela 2.2 – Embryo mass and relative percentage of total seed mass according 







% relative to 
the seed total 
weight 
Lot 1 
I 0.12 1.35 
II 0.25 3.06 
III 0.87 10.39 
IV 2.98 48.64 
CV (%)  26 30 
Lot 2 
I 0.14 1.35 
II 0.22 2.31 
III 0.82 11.11 
IV 3.25 47.12 
CV (%)  31 29 
Mass per embryo refers to the overall mean of embryos of each category, 
regardless of the condition and period of storage. 
 
In freshly collected seeds, only embryos in category I were 
observed (Table 2.3). After 30 days of storage, embryos were found to 
be in categories II and III for both lots, and a decrease in the percentage 
of embryos in category I. After 45 days the percentage of embryos in 
category III increased substantially, with values close to 40% at 270 
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Tabela 2.3 – Percentage of Araucaria angustifolia seeds in early developmental categories I, II, III and IV, observed during 
storage in the natural laboratory environment and cold chamber. 
S.C. E.D. 
Lot 1 Lot 2 
Storage Period (days) 
0 15 30 45 90 135 180 225 270 0 15 30 45 90 135 180 225 270 
Natural 
Environment 
I 100 100 89 84 42 31 22 49 38 100 98 90 72 49 20 40 46 28 
II - - 9 8 15 17 9 5 7 - 1 6 14 15 11 8 8 11 
III - - 2 8 43 48 55 40 39 - 1 4 14 36 48 39 41 41 
IV - - - - - 4 14 6 16 - - - - - 21 13 5 20 
CV (%)  0 0 18 17 18 24 26 28 27 0 1 3 12 12 26 22 20 13 
Cold Chamber 
I 100 100 98 98 68 27 47 49 49 100 100 100 96 46 26 40 44 45 
II - - 2 1 19 20 22 13 15 - - - 3 20 36 17 18 26 
III - - - 1 13 53 31 38 36 - - - 1 34 38 43 37 29 
IV - - - - - - - - - - - - - - - - 1 - 
CV (%)  0 0 2 1 10 17 27 26 21 0 0 0 7 13 28 22 25 27 






days for samples stored in the natural laboratory environment. The same 
trend was observed for the cold chamber samples, but with slightly 
lower percentages, approximately 33% of the embryos being in category 
III for both lots at 270 days, but embryos in category IV were not 
observed in the cold chamber.  
The results show morphological changes typical of each early-
developmental category, resulting in significant alterations in embryo 
mass, for all lots, conditions, and storage periods. 
 
2.4.2 Seed quality after storage 
 
Viability of embryos from freshly collected seeds, as determined 
by tetrazolium and exudate pH tests, was 96% and 95%, respectively 
(Fig. 2.2 A-B). Viability reduced sharply after 45 days of storage, and at 
the end of experimental period (270 days) viability was 4% 
(tetrazolium), and 5% (exsudate pH) for embryos stored at natural 
laboratory environment, and 9% (tetrazolium), and 13% (exsudate pH) 




Figura 2.2 – Viability of Araucaria angustifolia embryos assessed by 
tetrazolium (A) and pH exudate tests (B) of freshly collected seeds, and seeds in 
storage in the natural environment and dry chamber. Values represent the mean 
of seed lots from 4 replications (n=25) for each treatment (from early 
developmental categories I and II), and vertical bars are the pooled standard 
errors of the mean (ANOVA). * indicates the presence of significant differences 
between the mean of at least one storage condition treatment (P ≤ 0.05) in each 
storage period. ** indicates the presence of significant differences between the 
mean of the storage period treatment (P ≤ 0.05) in relation to the previous 
period, for at least one storage condition. 
 
Viability should be related to moisture content, especially in 
recalcitrant seeds. Freshly collected seeds showed 49.5% moisture, and 
these values decreased during storage (Fig. 2.3). The sharpest reductions 
in moisture content occurred after 180 days of storage (moisture below 
38%), coinciding with the period in which embryo viability decreased to 
lower than 42% (tetrazolium) or 38% (exsudate pH) for both storage 
conditions (Fig. 2.2 A-B). At the end of the storage period (270 days), 
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Figura 2.3 – Moisture content of seeds of Araucaria angustifolia freshly 
collected and in storage in the natural environment and cold chamber. Values 
represent the mean of seed lots from 4 replicates (n=3) for each treatment (from 
early developmental categories I, II, III and IV), and vertical bars are the pooled 
standard errors of the mean (ANOVA). * indicates the presence of significant 
differences between the mean of at least one storage condition treatment (P ≤ 
0.05) in each storage period. ** indicates the presence of significant differences 
between the mean of the storage period treatment (P ≤ 0.05) in relation to the 
previous period, for at least one storage condition. 
 
Differences in embryo vigor, as assessed by electrical 
conductivity, between storage conditions were pronounced. In freshly 
collected samples, electrical conductivity was 64.3 μS cm-1 g-1, and the 
most significant differences between storage conditions occurred after 
180 days (Fig. 2.4). At 270 days, electrical conductivity was 140.3 μS 





Figura 2.4 – Electrical conductivity of Araucaria angustifolia embryos from 
freshly collected seeds, and from seeds in storage in the natural environment 
and dry chamber. Values represent the mean of seed lots from 4 replicates 
(n=10) for each treatment (from early developmental categories I, II, III and 
IV), and vertical bars are the pooled standard errors of the mean (ANOVA). * 
indicates the presence of significant differences between the mean of at least 
one storage condition treatment (P ≤ 0.05) in each storage period. ** indicates 
the presence of significant differences between the mean of the storage period 





Subcellular germination events of recalcitrant seeds initiate early 
after shedding (Drew et al. 2000; Obroucheva et al. 2012; Berjak & 
Pammenter 2013). In fact, a decrease in the percentage of embryos in 
category I was observed after only 30 days of storage of A. angustifolia 
seeds, which suggests that germination metabolism certainly starts prior 
to this period. Recalcitrant seeds, including A. angustifolia, stored for 28 
days at high relative humidity show protein digestion resulting in the 
formation of several vacuoles, plastids devoid of starch, and an increase 
in the number of mitochondria, all indicative of increased respiratory 
activity (Farrant et al. 1989). Therefore, A. angustifolia seeds remain 
metabolically active, and show changes associated with the process of 
germination while stored, a characteristic that forms the basis of 
recalcitrant behavior (Pammenter & Berjak 2013). 
In general, the percentage of embryos in category II was low in 
all treatments. This is because category II is a transition between the end 
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of embryonic development (mature but not germinated embryos, typical 
category I), and the early formation of seedlings (physiologically 
germinated embryos, typical category III). At the end of the experiment, 
most of the embryos that remained in categories I and II had 
deteriorated, being discolored and having visually softened tissue and/or 
damage from microorganisms. This is confirmed by results of the tests 
of physiological quality, which found a low percentage of viable seeds 
at 270 days of storage. 
Viability decreased over the experimental period for both storage 
conditions, however, considering all early-developmental categories (I 
to IV), viability values were, on average, 10% lower than considering 
only categories I and II for all storage periods (data not shown). This 
indicates that embryos in categories III and IV were more susceptible to 
deterioration. Furthermore, a more significant reduction in viability 
occurred with about 10% water loss, which favors deterioration. Once 
germination starts during storage, when there is a gradual increase in 
metabolic activity and water is necessary to complete the process, 
recalcitrant seeds including those of A. angustifolia, become 
increasingly sensitive to drought stress, and the damage caused by the 
lack of water triggers deterioration (Farrant et al. 1989; Fowler et al. 
1998; Pammenter & Berjak 2013; Walters 2015). Therefore, at the time 
when the water demand of seeds increased, it was also period of the 
lowest moisture levels, thus contributing to a sharp decline in viability. 
This makes it clear that the establishment of quality standards prior to 
physiological analysis is important for accurate assessment, and the 
segregation into early developmental categories should be considered. 
For seedling formation, seeds remaining in early developmental 
categories I and II can be kept in storage for future use, provided their 
physiological changes are periodically assessed during the storage 
period. Moreover, it is not possible to distinguish seeds in category I 
from those in category II without opening them and observing their 
embryos. Seeds with root protrusion (early developmental category III) 
should be used for propagation as quickly as possible. Following these 
measures would allow the most optimal storage and use of seeds of A. 
angustifolia.  
The results presented herein suggest that heterogeneity in the 
degree of maturity of seeds is one of the most important aspects of 
determining the storability of A. angustifolia seed lots. Some authors 
have proposed that the period of viability of recalcitrant seeds during 
storage is dependent upon how developed the seeds are, considering that 
recalcitrant seeds differ from orthodox seeds only in the stage of 
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maturity at which they were disconnected from mother plant (i.e., 
recalcitrant are immature dispersed seeds, Barbedo et al. 2013). Besides, 
there is natural variation in seed longevity, and the assignment of seeds 
to particular categories based on seed responses at full maturity is a 
difficult task because many recalcitrant seeds lack a clear punctuation 
between maturation and germination (Berjak & Pammenter 2008; 
Walters 2015). 
Decrease in embryo viability does not appear to have been 
strongly influenced by storage condition, possibly due to the use of 
sealed containers with small porosity that limited water loss. 
Furthermore, although there was a great temperature range in the natural 
laboratory environment, the average temperature in this condition 
(15°C) was only slightly higher than that of the cold chamber (10°C). 
More pronounced differences between storage conditions were observed 
in early developmental categories, wherein the samples in the natural 
laboratory environment reached categories II, III, and IV earlier than 
those in the cold chamber, since seeds of A. angustifolia germinated 
easily at temperatures ranging from 10°C to 30°C (Espíndola et al. 
1994). 
Electrical conductivity increased over the storage period and may 
be indicative of the onset of deterioration, given a lowered integrity of 
the cell membrane system of the seeds, which represents the initiation of 
the deterioration process (Matthews et al. 2012; Silva et al. 2014). The 
assessment of vigor using electrical conductivity showed a difference 
between storage conditions because the conductivity was higher in the 
cold chamber samples (lower vigor), compared to that of the samples in 
the natural laboratory environment (higher vigor), especially beginning 
at 135 days. Due to the sensitivity of the test, and since the natural 
laboratory environment condition had a higher average temperature and 
a higher temperature range than cold chamber, the laboratory 
environment samples were expected to have a higher rate of solute 
leaching. However, in the early developmental categories observed, the 
samples kept in the cold chamber had higher conductivity. This result 
can be explained by the correlation between physical characteristics and 
electrolyte leakage by seeds (Miceli & Miceli 2012). 
The process of the digestion of reserves during the development 
of seedlings of A. angustifolia originates in the embryo (Rosado et al. 
1994), which leads to several morphological changes after they reach 
early-developmental categories III and IV, such as the thickening of the 
hypocotyl and primary root. At the seedling stage, the primary root is 
well-developed, cylindrical, woody, rusty in color, and with longitudinal 
77 
 
ridges (Kuniyoshi 1983), and the hypocotyl is distinguished not only by 
the lack of lateral roots, but also by its extension, and its slightly 
greenish color (Dillenburg et al. 2010). Therefore, considering that seeds 
stored in the natural environment reached early developmental 
categories III and IV first, the morphological characteristics of 
developing seedlings provided a physical barrier preventing the leaching 
of solutes, and thus reducing electrical conductivity. Meanwhile, about 
77% of seeds kept in the cold chamber were in categories I and II at 270 
days (both lots), and thereby were more susceptible to solute leaching 
due to the disruption of the membrane system during the storage period. 
Thus, the electrical conductivity test was not sensitive enough to 
differentiate the physiological quality of seeds, unless their early 
developmental stages were previously established. 
In summary, the results of this study demonstrate that the 
initiation of germination in stored seeds of A. angustifolia can be 
verified by visual analysis at about 30 days after collection. Seed storage 
in cold-chamber conditions delays germination, but does not prevent its 
occurrence. After reaching category III, embryos are more likely to 
deteriorate. Heterogeneity in the degree of maturation is one of the 
major causes of seed deterioration in A. angustifolia. Viability of A. 
angustifolia embryos can be kept around 12% after 270 days of storage 
in cold-chamber conditions. The lots of assessed seeds showed the same 
behavior with regard to physiological quality analysis, and were able to 
be separated into early developmental categories. Propagation purposes 
should prioritize the use of A. angustifolia seeds that have reached early 
developmental category III (with root protrusion), while those that 
remain in category I and II could be stored for 270 days in a cold 
chamber while maintaining at least 12% viability, provided there is 
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Brazilian pine seeds (Araucaria angustifolia) are recalcitrant, 
and there are no studies evaluating longevity of different varieties. The 
objective of this work was to evaluate seeds physiological quality of 
different varieties of Brazilian pine subject to storage. Seeds from 
varieties: sancti josephi (I), angustifolia (II), caiova (III) and 
indehiscens (IV), were collected from two populations located in Santa 
Catarina State, and stored at laboratory ambient and cold chamber by 90 
days. Newly collected seeds showed, an average, 88% viability, and 
varieties II and III maintained higher viability (and higher vigor for 
variety II) at 90 days of storage. Varieties I and II maintained pre-
germinative metabolism by higher period during storage. In conclusion, 
seeds of variety angustifolia (II) present storage potential for longer 
period than others, and maintain about 61% viability at 90 days of 
storage. 
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Reserve metabolism of Araucaria angustifolia seeds – 
Germination metabolism of recalcitrant seeds of Araucaria angustifolia 
is activated in storage, which complicates the conservation and 
utilization of seeds. This study aimed to identify the changes in reserve 
metabolites of A. angustifolia seeds throughout storage in order to 
understand the processes of hydrolysis caused by germination 
metabolism. Mature seeds were harvested from a natural population 
located in southern Brazil and stored for 90 days in natural ambient 
laboratory and cold chamber conditions. Due to seeds being in advanced 
germination in storage, they were evaluated at 90 days in different early 
developmental categories: I – seeds with mature embryos; II – seeds 
with embryos showing apparent elongation along the embryonic axis; 
and III – seeds with root protrusion. Contents of carbohydrates, starch, 
soluble and total protein, and amino acids were determined, and an 
electrophoretic profile of proteins performed, for embryos and 
megagametophytes from seeds stored for 0, 15, 30, 45 and 90 days, 
whereas stored germinating seeds in categories I, II, and III were 
evaluated only at 90 days. Higher contents of carbohydrate, protein, and 
amino acids were observed in embryos compared to megagametophytes, 
and these metabolites were decreased after onset of germination, 
especially in embryo tissue. Mobilization of metabolites in 
megagametophytes would probably increase in later stages of 
germination. It is suggested that such alterations are not due to 
deterioration of reserve components, but instead are based on seed 
metabolism which remains active after harvest, with hydrolysis of 
metabolites providing energy for germination. 
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CAPÍTULO 5 – STORAGE ELICITS A FAST ANTIOXIDANT 




Storage of recalcitrant seeds leads to initiation of subcellular 
damage or to initiation of germination process, and both may result in 
viability loss. This study aimed to elucidate biochemical basis of 
embryos survival of Araucaria angustifolia recalcitrant seeds during 
storage. After collected, seeds were stored at ambient conditions 
(without temperature and humidity control) and in cold chamber 
(temperature of 10 ± 3°C, and relative humidity of 45 ± 5%), and 
moisture content, viability, H2O2 content, lipid peroxidation, protein 
content, and activities of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) 
and ascorbate peroxidase (APX), at 0, 15, 45 and 90 days of storage, 
were evaluated. Seed viability reduced about 40% during storage period 
accompanied by a reduction in soluble protein (about 64% of reduction) 
in both storage conditions, and increased lipid peroxidation (about 115% 
and 66% of increase for ambient and cold chamber, respectively). H2O2 
content, used as a marker of oxidative stress was reduced during the 
period possibly controlled by action of CAT and APX, for which 
activity increases during storage were observed. Results allowed 
identification of seven SOD isoenzymes (one Mn-SOD, five Fe-SOD, 
and one Cu/Zn-SOD), whose activities also increased in response to 
storage. Some biochemical damage resulting from storage was observed, 
but viability reduction was not due to failure of enzymatic mechanisms 
of protection. 
 
Keywords: Brazilian pine, recalcitrant seeds, seed conservation, 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS  E PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
Baseada no objetivo geral de conservação e valorização dos 
recursos genéticos, através desta pesquisa foi possível identificar a 
ocorrência de alterações fisiológicas e a nível de metabolismo de 
sementes de A. angustifolia após a colheita e durante o armazenamento. 
A conservação das sementes através do armazenamento, mantendo-se o 
teor de água apresentado pelas sementes na colheita/dispersão, pode ser 
uma alternativa para evitar danos severos ao metabolismo, mas é uma 
prática adequada apenas para o armazenamento a curto prazo.  
A literatura indica que as sementes de A. angustifolia levam entre 
60 e 70 dias para completar a germinação (plântulas normais), por isso a 
viabilidade das sementes pode ser avaliada através de métodos 
alternativos, como o pH do exsudato, cuja metodologia foi padronizada 
conforme o capítulo 1. Apesar da germinação ser lenta, por volta dos 30 
dias em armazenamento hidratado, as sementes já apresentam 
evidências morfológicas de germinação (emissão da raiz primária), 
como evidenciado no capítulo 2. Por isso, acredita-se que o metabolismo 
germinativo tem início muito tempo antes das evidências visuais, 
podendo iniciar inclusive antes da colheita (ou dispersão). Estes 
resultados sugerem que o grau de maturação que as sementes 
apresentam no momento da colheita é definitivo para estabelecer a sua 
longevidade no armazenamento. Por isso, é muito importante que haja 
uma padronização do momento de coleta para que as sementes estejam 
no estádio maduro, o que ocorre quando se inicia a debulha natural das 
pinhas no campo, estas apresentam coloração marrom, e a umidade das 
sementes está em torno de 48% ± 2%, como foi utilizado em todo este 
estudo. Acredita-se que o estudo de outras procedências distintas pode 
auxiliar a compreensão dos aspectos relacionados ao grau de maturação 
das sementes. Pesquisas que busquem compreender melhor estas 
questões já estão sendo desenvolvidas pelo mesmo grupo de pesquisa 
em sementes de A. angustifolia da Universidade Federal de Santa 
Catarina (PPGRGV).  
Outras pesquisas que já estão sendo desenvolvidas visam à 
utilização de métodos alternativos de armazenamento para sementes de 
A. angustifolia, utilizando o ABA como regulador do metabolismo 
germinativo e o PEG (polietilenoglicol) como regulador hídrico. A 
utilização destes métodos já produziu resultados positivos na ampliação 




Quanto às diferentes variedades da espécie avaliadas 
(angustifolia, sancti josephi, caiova e indehiscens), observou-se elevado 
percentual de viabilidade quando recém-colhidas (acima de 80%), mas a 
variedade angustifolia apresentou maior vigor e maior potencial de 
armazenamento em relação às demais, conforme demonstrado no 
capítulo 3. Entretanto, visando à conservação da espécie e à manutenção 
da diversidade genética, ressalta-se a importância da utilização de todas 
as variedades, seja para finalidades alimentícias ou para a produção de 
mudas.  
Em sementes recalcitrantes, a necessidade de embebição antes do 
início da germinação é reduzida, e a fase I da germinação parece não 
ocorrer em algumas espécies. À medida que a germinação avança, as 
sementes se tornam mais sensíveis à perda de água e aos danos 
resultantes do armazenamento. Se não há disponibilidade de água 
adicional no substrato, este pode ser um sinal de estímulo para que a 
germinação ocorra e a sementes garantam a sua sobrevivência. Isto 
ocorreria pois a desidratação leve indica a existência de um período seco 
iminente, e sua consequência para o armazenamento seria aumentar as 
taxas metabólicas, levando ao aumento da sensibilidade à dessecação e 
reduzindo a longevidade das sementes no armazenamento. Como 
observado no capítulo 2, a germinação visível ocorreu, a princípio, em 
um pequeno percentual de sementes, mas aos 135 dias de 
armazenamento entre 40 e 50% das sementes havia atingido a fase III da 
germinação.  
Os resultados demonstraram que diversos eventos de deterioração 
atuam em conjunto e podem ser observados já nos primeiros meses de 
armazenamento das sementes. As alterações no sistema de membranas 
foram evidenciadas por acréscimo na condutividade elétrica após os 135 
dias de armazenamento. Mas a análise dos níveis de TBARS foi mais 
sensível, e detectou aumento por volta dos 45 dias de armazenamento. A 
peroxidação de lipídios é também uma das possíveis causas de 
alterações no metabolismo de lipídios, citado como importante 
mecanismo ligado à deterioração em sementes.  
Outros componentes de reserva como açúcares solúveis e amido 
tiveram suas concentrações reduzidas durante o armazenamento, mas 
esta redução foi mais acentuada à medida que houve avanço nos 
estádios de germinação (capítulo 4). A redução nos teores de proteínas 
também foi mais evidente após o início da germinação no 
armazenamento de curto prazo, com redução na intensidade e número de 
bandas do perfil proteico. Aos 15 dias de armazenamento o teor de 
proteínas solúveis já havia reduzido, sendo este um componente 
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bioquímico eficaz para monitorar precocemente a deterioração em 
sementes de A. angustifolia. Está em andamento um projeto de pesquisa 
para a identificação das proteínas presentes nas bandas em que houve 
alterações mais evidentes, através da espectrometria de massa, a qual 
pode gerar resultados conclusivos sobre o metabolismo das sementes.  
Outra alteração evidenciada foi o aumento no teor de 
aminoácidos solúveis durante o armazenamento, aparentemente sendo 
hidrolisados durante os estádios de germinação avaliados. A 
mobilização dos componentes de reserva iniciou nos embriões, sendo 
esta mais uma evidência de que as principais alterações observadas 
foram devidas ao metabolismo germinativo.  
 A viabilidade das sementes começou a reduzir a partir de 15 dias 
de armazenamento, coincidindo com o período em que foram 
observadas evidências do início da germinação (por volta dos 30 dias 
após a colheita), como mencionado acima. Em sementes recém-
colhidas, o nível de H2O2 se apresentou elevado, o que prontamente 
induziu à ativação dos sistemas antioxidantes enzimáticos, refletindo em 
aumento das atividades da APX, CAT e SOD (capítulo 5). No período 
em que estas alterações ocorreram, supõe-se que já havia imposição do 
metabolismo germinativo, ainda que apenas embriões em EDC I tenham 
sido analisados. Por isso, já que as sementes de A. angustifolia são 
colhidas com plena capacidade germinativa, a presença de H2O2 em 
baixas concentrações e possivelmente outras ROS poderia atuar como 
sinalizadoras para os eventos metabólicos de germinação. A rápida 
ativação dos sistemas antioxidantes enzimáticos sugere que APX, CAT 
e SOD poderiam atuar como indicadores precoces da ocorrência da 
deterioração. A avaliação de outros marcadores de estresse oxidativo 
poderia dar continuidade à elucidação destes aspectos em sementes de 
A. angustifolia. 
A atividade de enzimas antioxidantes parece ser outro mecanismo 
chave para que a germinação possa ser completada sem prejuízos mais 
severos como os danos à síntese de DNA e proteínas, consequências do 
estresse oxidativo. De fato, em estádios mais avançados do 
armazenamento, a atividade da SOD aumentou tanto que chegou à 
supressão do sistema após 120 dias de armazenamento em ambiente sem 
controle térmico, evento associado à perda total da viabilidade de 
embriões. Os resultados observados indicam que a manutenção da 
viabilidade inicial foi devida à eficiência nos processos de mobilização 
dos componentes e dos mecanismos enzimáticos de proteção. 
Comparando-se as condições de armazenamento, não houve 
grandes diferenças quanto à manutenção da viabilidade, mas a condição 
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de câmara seca retardou o processo germinativo e a formação das 
plântulas. Por isso, indica-se que a utilização de temperaturas mais 
amenas (acima da temperatura de congelamento celular) podem ser 
utilizadas para reduzir o metabolismo das sementes por curto prazo 
durante o armazenamento. Quando as alterações morfológicas 
decorrentes da germinação iniciarem, as sementes devem ser 
imediatamente utilizadas. 
Em síntese, os resultados obtidos com este trabalho indicam que 
as sementes de A. angustifolia mantêm o seu metabolismo durante os 
estádios de desenvolvimento e germinação. Nas sementes ortodoxas, as 
regulações metabólicas se baseiam em processos de quiescência 
ambiental, muito diferente do que ocorre com sementes recalcitrantes. 
Por isso, acredita-se que estudos comparativos entre o comportamento 
de sementes de coníferas ortodoxas e recalcitrantes podem geram 
resultados favoráveis sobre os mecanismos fisiológicos e bioquímicos 
ainda não elucidados sobre a fina modulação entre desenvolvimento, 
deterioração e germinação de sementes recalcitrantes. Inevitavelmente, 
as sementes morrem durante o armazenamento, mas é possível 
monitorar o processo de perda da viabilidade. Os conhecimentos aqui 
gerados e a regulação dos mecanismos identificados podem contribuir 
para elucidar pontos ainda incompreendidos sobre o metabolismo pós-
colheita desta e de outras sementes recalcitrantes. 
 
 
 
